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はしがき
A TP感受性 K' チ ャ ネル は 1983年 ､ 野間によ っ て は じめて心髄細胞におい て
見い だされ ､ その研究が緒 に つ く こ ととな っ た ｡ 続い て ､ こ の チャ ネル が藤臓
ラ ンゲル ハ ン ス 島β細胞 にも存在 し､ 血糖値の変化によるイ ン ス リ ン分泌調節
にお い て 大 きな役割を果たす こ とが 明 らか とな り ､ 1980年代の後半に は ､
s uwo nylu r e a系経 口抗糖尿病薬が こ の A TP感受性 K＋ チ ャ ネル を抑制す る薬物
で ある こ とが明 らかにさ れた｡ 同時に ､ 本邦で 開発され抗狭心症薬として 用 い
られて きて い た nic o r andilと い う薬物が A TP感受性 Ⅹ＋ チャ ネル を酒性化する
薬物､ すなわち E＋ チ ャ ネル開口薬で あ る こ とが証明された｡ 1980年代後半か
ら 1990年代前半 にかけて ､ 多くの K＋ チ ャ ネルの ク ロ ー ニ ン グがなされ ､ その
分子構造が明らかとな っ た . しか しなが ら､ A TP感受性 K＋ チャ ネル の分子構
造はなかなか同定されなか っ たが､ 1995年､ 共同研究者で ある千葉大学の清野
教授らの グル ー プが､ 膜 2回貫通型の ポア部分を形成する蛋白(Eire.2)に A B C
蛋白の 一 種で あ る sul fonylu r e a受容体 (S u乱)蛋白を共発現させ ると､ 見事に
AT P感受性 Ⅹ･ チ ャ ネルの機能を再現で きる こ とを示 し､ それ以降､ A TP感受
性 K･ チャ ネル に関す る研究は大きな進歩を遂げる こ ととな っ た｡ その後､ 千葉
大学の 三木らが n r6.2 の ジ ー ン 夕 - ゲテ ィ ン グによ っ て) ック アウ トマ ウス の
作成にも成功 し､ 各種組織 における A TP感受性 E＋ チャ ネル の役割を検討する
こ とが可能となりつ つ あ る ｡
A TP感受性 K･ チ ャ ネル はそ の発見当時より ､ 心篇細胞の低酸素時ある い は
虚血時の活動電位幅短縮に関与すると考えられて きた｡ 心崩虚血時に 披活動電
位幅が短縮 し､ その 結果活動電位プ ラ ト ー 相で の Ca＋ ＋ 流入が減少して細胞障害
が軽減 し､ 心筋保護的に働くと考えられて きたo すな わち AT P感受性 K' チ ヤ
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ネル の活性化は病態 にお ける 一 種の適応現象と考えられて きた. 事実､ こ の チ
ャ ネル を活性化する Ⅹ† チ ャ ネ ル開口薬は虚血心筋保護作用を示すこ とが多く
報告されて きたo しかしなが ら､ 最近 K' チ ャ ネル開口其の 心筋保護作用は細胞
膜 に存在する A T P感受性 K＋ チ ャネル で 披なく､ ミ トコ ン ドリ ア に存在するあ
る種の A T P感受性 E十 チャ ネル が活性化 して発現するとい う仮説も提唱されて
い る o また ､ 心筋 に短時間の虚血負荷を与えるとそ の後の 冠動脈閉塞時の 心筋
梗塞巣が減少するとい う”is chemic pr e c o nditioning
” とい う現象が存在す る が､
そ の 成立 にもミ ト コ ン ドリア A TP感受性 K' チ ャ ネ ル の 活性化が関与する とさ
れて い る o そ こで 本研究で は､ Kir6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用 い ､ 心筋細胞膜
に存在する AT P感受性 K' チ ャ ネル の病態生理的役割を明らかに する ため本研
究を遂行した｡
得 られ た実験成績より､ 代謝阻害時ある い は E' チ ャ ネル開口薬投与時の活動
電位短縮には mr6_2をポア成分とす る心筋細胞膜A TP 感受性E＋ チャ ネル の存
在が必須で ある こ と ､ is chemic pr e c o nditio nin嘗の 成立 にも心筋細胞膜 A T P感
受性 E＋ チャ ネル の活性化が重要で ある こ とが明らかとな っ た ｡ また､ 虚血 ･ 再
潅読後の 心機能 の 回復にも心簸細胞膜 A TP感受性 K＋ チ ャ ネル が重要な役割を
果たして お り､ そ の 活性化が Ca＋十 過負荷を軽減さ せ､ 再潅流後 の 心収縮機能回
復を増強する こ とが明 らかとな っ た｡
本 研 究 の 目 的 の 大 部 分 は 達 成 さ れ た と 考 え て い る が ､ is血 e mic
prec onditio ningの 成立 におけるミトコ ン ドリ ア A T P感受性K' チャ ネル はなん
ら役割を果た して い ない の か､ ある い はミ トコ ン ドリア A TP感受性 K' チ ャ ネ
ル の 選択的開口薬とされる dia z o xide の 虚血心簸保護作用がミトコ ン ドリ アあ
る い は細胞膜 ATP感受性 K＋ チ ャ ネル の うち､ どち らの チ ャ ネル の 活性化を介
して い るかな どに つ い て現在検討中で ある ｡ 今後､ 細胞膜 ATP感受性 K＋ チヤ
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ネル の 心筋保護効果 の細胞内機構､ ミ トコ ン ドリア A TP感受性 K' チ ャ ネル と
い われるもの の 本体､ および細胞膜 AT P感受性 K＋ チャ ネル との 関係なども検
討 しなければならない で あろう
T
o 本研究が心筋細胞膜 ATP感受性 K＋ チャ ネル
の病態生理学的役割の見直しとその再評価､ そ して 新 しい 心筋保護薬開発など
に関連 した今後の研究の発展 に 少しで も寄与出来れば率い で ある｡
こ の 冊子 に は本研究の 成果 の み ならず､ 本研究の背景とな っ た論文ある い は
投稿申の論文も含めて い る ｡ 本研究は平成 11年度および平成 12年度科学研究
補助金により行われたもの で あり､ 本助成に心より感謝 したい ｡
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研究成果
緒言
1983年 の 心簸細胞で の A T P感受性 E＋ チ ャ ネル の発見(1)以来､ こ の E･ チ
ャ ネ ルは心茄虚血時に活性化 し､ 措動 電位幅を短縮させ て Ca＋･ 過負荷を軽減さ
せ ると考えられて い る o 事実､ A T P感受性 E＋ チ ャ ネル を活性化する薬物､ す
なわ ち E＋ チ ャ ネル開口薬が虚血心筋に対して保護作用を持つ と い う こ とは多
く の研究に よ っ て 明らかに されて い る (2,3, 4,)｡ ま た､ 短時間の虚血負荷によ
つ て そ の 後の 心篇梗塞巣が減少するとい う''is chemic pre c o nditio ninピ
,とい う現
象も存在するが (5)､ その 成立 にも A T P感受性 E･ チ ャ ネル の活性化が関与す
るとされ て きた(6,7). しか しながら､ E＋ チ ャ ネル開口薬 の虚血心筋保護作用
が必ずしも精勤電位幅 の短縮を伴わない こ と (8, 9)､ あ る い は E･ チ ャ ネル遮
断作用 をも つⅠⅠ群抗不整脈薬を用 い ､ 虚 血時の活動電位幅の短縮を抑制して も
is chemic pr e c o nditio ning が消失 しな い こ と (10, ll) から､ 細胞膜 A T P感受
性 K'(Sa r cEA T P)チャ ネル 活性化以外の なんらか の細胞内機構が関与する こ と
が示唆された｡
最近 ､ こ の虚血心笈保護に関与す る細胞内機構 のひ と つ と して ミ トコ ン ドリ
ア に存在す る K＋ チ ャ ネル が注目されて い る｡ こ の チ ャ ネ ル はミ トコ ン ドリ ア の
内膜に存在 し､ A T P､ 甜be n cla mi de で抑制され､ 各種 K･ チ ャ ネル開口薬で 活
性化するためミトコ ン ドリ ア A T P感受性 K十 (M ito KA T P) チ ャ ネル と呼ばれ る
こ ととな っ た (12)｡ また ､ dia z o xide が こ の チ ャ ネル を選択的に活性化する薬
物で あり､ 5-hydr oxyde c a n o ate (5 H D) が抑制する薬物で あ る こ とが明 らかと
なり (13)､ ミ トコ ン ドリ ア A T P感受性 K･ チ ャ ネル の活性化が E. チ ャ ネル
開口薬あるい は.:is che mic pr e c o nditi ming による心筋保護の機序と考えられ る
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よう にな っ た (14, 15, 16, 1 7)0
それで は､ 細胞膜 AT P感受性 E＋ チャ ネル は どの ような役割を放たして い るの
で あろ うか ? こ の 疑問 に答え る べ く ジ ー ンタ - ゲテ ィ ン グ法 を用 い て作製 した
ノ ッ クア ウ トマ ウス を用 い て 実験を行う こ ととした . 細胞膜 AT P感受性 K' チ
ャ ネル の 分子構造は膜 2 回貫通型の ポ ア成分(mr6.X) に A BC 蛋白の 一 種で あ
る s ul血nylu r e a受容体 (S UR) が合わさり機能する こ とが明らかとな っ て いる
(18). これ まで の研究により､ 勝臓型 の A T P感受性 Ⅹ＋ チャ ネル 披 E 止6.2 と
S U Rl か らな り､ 心臓型の A T P感受性 K＋ チ ャ ネル 披 mr6.2 と S U R2A からな
ると考えられ て い る (19, 20, 2 1)o 最近 ､ 三木らは Ⅹir6.2 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ
ス (Eir6.2＋) の作製に成功し､ 勝臓ラ ンゲル ハ ン ス 島β細胞の グル コ ー ス ある
い は sul fonylu r e a系抗糖尿病薬によるイ ン ス リン 分泌が消失して い る こ とを示
されて い る (22)｡ われわれも こ の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス (旺辻6.2
･/I) を用 い ､ 心
臓機能調節に は E 辻6.2 は重要で あるが､ 血管平滑筋の機能調節に は重要で ない
こ とを明らか に して い る (23)｡ 本研究で は E 血6.2 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用
い ､ 心筋の細胞膜 AT P感受性 E＋ チャ ネル の 病態生理学的役割を明らかに する
ため実験を行 っ た｡
実験方法
1. 電気生理学的実験
野生型 (WT, C57B L/6 マ ウス)および Ⅹ止6.2 ノ ッ ク ア ウ ト(KO) マ ウス を
u r eth an e麻 酔 し ､ ラ ン ゲ ン ドル フ 法 に よ っ て 心 臓を 潅流 し た o 正 常
H E P E S･Tyr ode 液 で 濯流 した後 ､ コ ラ ゲ ナ ー ゼ を 含有 す る Ca＋＋ 除 去
H E P E S･Tyr ode 液 に変え ､ 20分港流して心室筋細胞を単離したo 単離した心脇
細胞を高 K'､ 低 Cl
･
液で ある K B液中に浮遊させ使用まで冷蔵庫に保存したo
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正常 H EP E S-Tyr ode 液の組成は NaCl143､ K C1 5･4､ CaC12 1･臥 MgC120･5､
N aH2P O40.33､ glu c o s e5ふ H E PE S
-N aO H b11鮎 r(pH 7･4) 5 m M であるo
ま た K B液の組成は K O H 70､ トghta m ate50､ K C140､ taurin e2 0､ ⅨH2P O4
20､ MgC123､ glu c o s elO､ E GTAl､ ⅡEP E S
･K O H buffer(PII7･4) 1 0m M で
ある｡
パ ッ チク ラ ン プ法によ っ て 単 一 チ ャ ネ ル電流お よび全細胞膜電流を記録 したo
単離心室笈細胞を倒立顕微鏡の ス テ
ー ジ上 に固定した実験槽 (容量約 1 ml) に
撒き､ 実験を行 っ た｡ パ ッ チ電極は二段引き電極作製器 ( 成茂P B
･7) を用 い作
製 し､ 先端を熱処理 した｡
単 一 チ ャ ネ ル 電 流 は室 温 で 以前報 告 した方 法 (2 4) に 従 っ て ope
n
c en･ atta ched 法 で 記 録 し た ｡ こ の 時 の 電 極液 は KCl 1 50､ CaC12 2 ､
H E P E S-NaOH buffer(pH 7.4)5 m M を含むもの を用 い ､ 細胞内液を K Cl150､
A TP･Na 20_0 01､ EG T Al､ H E PE S
･K O H buffe r(pH 7･ 4) 5 m M と して実験
を行 っ た ｡ 記録 は室温 (20
･2 5
｡
C) で パ ッ チ クう ン プ ア ン プ (日本光電
c EZ･ 2300) を用 い て行い ､ パ ル ス コ
ー ドモ ジ ュ レ ー タ ー (In strute ch Co rp･
vR･ 10 B､ 米国) を経て ビデオテ ー プ レ コ
ー ダ ー (H ita chi VT･F 2 0) に保存し
た｡ Ga u s sian fi1te r で処理後､ pC L AM Pの ソ フ トウ ェ ア(血 onln stru m e nt､
米国) の入 っ た IBM 型 コ ン ピ ュ ー タ
ー (Co mpaq Pr oh e a4/50､ 米国) で解
析した｡
全 細胞膜電流記録お よび活動電位記録 は 36±1
oC で 行 っ た o 電極 内液は
E O HllO､ L- a spa rtatellO､ E C120､ MgC121､ 瓜 P
･K2 1､pho spho cr e atinin e
･ E2
1､ E GTAIO､ H EP ES
･K O H buffe r(pⅠ‡7･4) 5 m M を含むもの で あり､ pCa
8 に調整したもの を使用 した○ また､ 細胞外液披 H E P E S
･Tyr ode 液を用 い たo
パ ッ チ電極を細胞に接着さ せ陰圧 で 吸 引 して ギガオ
ー ム シ ー ル を作製した後､
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さらに パ ッ チ膜を被壊し､ 全細胞膜電流記録 モ ー ドとした｡ 全細胞膜電流の記
録は単 一 チ ャ ネル 電流記録と同じ ア ン プ を用い ､ コ マ ン ドパ ル ス の生成､ 電流
の記録 な どはやは り pCL A M Pの ソ フ トウ ェ ア の入 っ たコ ン ピ ュ ー タ を用 い て
行 っ た ｡ 擬似定常電流を記録するために r amp puls epr oto c olを用い た｡ すなわ
ち保持電位 ･4 0m V か ら 1.2 m Vノm sの割合で ＋50m V へ 脱分極させ ､ その後
･100m V へ ･ 1.2 m V/m sの速度で 過分極させ ､ 過分極時に記録きれた電流記録
から電流 ･電圧 関係を得たo また心室施細胞よりカ レ ン トク ラ ン プ モ ー ドで膜電
位を記録し0.1 H2; で電気刺激を与え活動電位を記録 したo
2. in viv o虚血 再濯流実験
野生型および Ⅸir6.2 の ノッ ク ア ウ トマ ウス を u r ethan e麻酔して人 工 呼吸を
行 っ た ｡ 開胸後左冠動脈を 45 分紡糸 して その後 120 分再潅流した｡ 再濯流後
120分 た っ たと こ ろで 冠動脈を再び結熟し､ 色素を注入 し連流域を同定した｡ そ
の後心臓をい く つ かの 切片に切 り､ 1 % triphe nyl七etr a z ohu m chlori de (T T C)
液で 37oC､ 5 分間処置し､ 非梗塞部の染色を行い a r e a atrisk の うち梗塞巣の
占める割合を重量比で算出 したo ls che micpre c onditio ningは 45分の冠動脈閉
塞 に先立ち ､ 3分間の 冠動脈閉塞を5分間隔で 3回線り返し行 っ た｡
3. in vitr o 虚血再濯流実験
野生型 (W T, C 57B L/6マ ウス)およ び Kr6.2ノ ッ ク ア ウト(K O) マ ウス を
u r eth an e麻酔 し､ 心臓を摘出して ラ ン ゲ ン ドル フ法に よ っ て Er ebs･ He n s eli七
液で定流港流した(3 m〟min).Ef ebs･ He n s elit液の組成は NaCll19､ⅩC14.8､
CaC122.5､ MgS O41.2､ E H2P O4 1.2､ N afIC O324.9､ glu c o s e10 m M であり､
95 %02＋ 5 % C O2で飽和した (pH 7.4)｡ 左房か ら左室 にポリ エ チ レ ン ビ ニ ル
製の バ ル ー ンを挿入 し､ 左室拡張期圧が 5- 10 m mHg となるように生理的食塩水
で満た し､ 圧 トラ ンス ジ ュ サ ー に つ ない で左室内圧を連続的に測定した｡ 濯流
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を 15 分間停止 して その後 30分間再濯流 して 左室機能変化を観察した｡ ま た､
再濯流時の 心簸逸脱酵素で あ る L D H(1a ctate dehydr oge n a s e) お よび C K
(cre atin ekin a s e) の 濯流液 へ の流 出量 を測定 したo
4. 統計学的検討
す べ て の デ - 夕 は平均値±標準誤差で 示 し､ 統計学的解析に Stude nt t･te st
を用 い て 行 っ て ､ 危険率は 5 %以下 を有意とした｡
実験成績
1. 野生型お よび 馳 6.2 ノ ッ クア ウ トマ ウス 心室筋細胞の 電気生理学的反応
図 1に示 すよう に ､ 野生型 マ ウス の 心室茄細胞の ope n c ell- atta chedpatch で
は細胞膜を破壊し､ 内膜側を A T Pを 1 叶M しか含まな い液にさらすと単 一 チ ャ
ネ ル活動が記録された｡ こ の単 一 チ ャ ネル 電琉は 1 m M の A T Pを潅流す る こ と
により開口が抑制され､ 10 pM 由ibe n cla mi de で抑制されたこ とから､ A T P感
受性 K＋ チ ャ ネル の活動と い う こ とが明 らか とな っ た ｡
小 一 +増/
v
r
uptu r e
A TP lm M Glibe n cl w idelOpM
且 min
図1･ 野生型 マ ウス 心室筋細胞のope n c.en
-
atta chedpatch で観察されたA TP感受性
E＋ チ ャ ネル電流と1 血 M A T Pある い は10pM 如be ndamideによる抑制o
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また､ 図2に 示すように ､ 単 一 チャ ネル電流のス ロ ー プコ ン ダクタ ン ス は 82pS
で あ り､ こ の値 は他の動物種の 心筋細胞で観察されたもの と近似するもの で あ
っ た (21)0
pA
＋$Om V 慨 - 一20m V 卿 -
･60- V - 拙甑- 40-ア 榊印棚
･
･40- V 幽鮒轡楓-
＋2 0m V
Om V
伽 V
欄
･80mV
磯
+ 3pA
40m s
8
4
l t l l 1 1 1 I
18 0 -4 0
o
40 8 0
m V
-
4
i2pS
｢8
図2. 野生型 マ ウス 心室筋細胞で観察された種々 の電位における
単 一 A TP感受性K＋ チ ャ ネル電琉とそのス ロ ー プ コ ンダク タ ン ンス o
一 方 ､ E ir6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の心室篇細胞で は内膜側を低 A TP溶液にさら
して も単 一 チ ャ ネル活動は記録されず ､U D Pある い は cr o m ak hm を加えても､
や はり AT P感受性 K' チャ ネル の活動は認められなか っ た (図 3).
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図3･ Ⅹ 姐 2ノ ッ ク ア ウ トマ ウス 心室筋細胞 のope n cell- atta chedpatchでの 電流記録.
1JD P存在下ある い はK' チャ ネ ル開 口薬のc r om aka h 存在下で も単 一 A T P感受性
K＋ チ ャ ネ ル活動は記録されなか っ た .
次に Ⅹ＋ チャ ネル開口薬 に対する全細胞膜電流および活動電位の変化を観察
した ｡ 野生型の 心室筋細胞 にお い て 30pM cr o m aka h を与 える と図 4 に示 す
よう に外向き電流が増強し ､ そ の反応は 1pM 由iben clamide の 添加で 元 に戻 っ
た . しか し､ Eir6_2 ノ ッ クア ウ トマ ウス の 心室筋細胞で は 30トIM cro m akalim
を与 えて も外向き電流の活性化は認められなか っ た (図5)0
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図4. 野生型 マ ウス 心室筋細胞の全細胞膿電流に対するc r o m ak h の作用.
図に示 した様な ラ ンプパ ルス プ ロ トコ - ル を20秒に1回与えながら
擬似定常電流を記壕した.
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図5. E止6.2ノ ッ ク アウ トマ ウス 心室筋細胞の全細胞膜電流に対する
cr o m ak 止m の 作用 . Cr o m a立a h (30叫M) で外向き電涜の
活性化は認められなか っ た ｡
- 2 1 -
(a)
図 6 は こ れらの 実験 にお い て r amp puls eを与えて記録した擬似定常電流の O
mv で の電流密度をまとめたもの で ある｡ Kr6.2＋/' の 心室筋細胞で は有意 の電
流密度の増加が認められたが､ E ir6･2
･/･ の 心 室筋細胞で はそ の変化は見られな
か っ た｡
pA/pF
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監止6.望＋/＋
☆ p<0.05
KiT6. 訂/
‾
F
B
&F^J%%*i
q,!H?>xB%nA%x&
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㌔ 轍
図6. 野生型 (Kr6.2'/') ある い はノ ッ ク ア ウト (Kr6.2＋) マ ウス 心室筋細胞で の
外向き電流に 対するc r o m aka止m (301血生) あ る い は由ibenda mi de (1pM)
添加の影響｡ 擬似定常電流の O mVにお ける電流密度をまとめて ある｡
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もうひとつ の K' チャ ネル開口薬で あるpin a ci血1で も同様の現象が認められ
た｡ 野生型の 心室筋細胞にお い て 200pM pin a cidilを与える と図 7 に示すよう
に外向き電流が増強 し､ その 反応は 1いM glibe n clami de の 添加で 元 に戻 っ た ｡
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図7. 野生型 マ ウス 心室筋細胞の 全細胞膜電流に対す るpin a ci血1の作用o
図に示 した様な ラ ン プパ ル ス プ ロ トコ ー ル を2 0妙に1回与えながら
擬似定常電洗を記銘 した. 2 0 ドM のpin a cidilで 外向き電流が活性化 し､
その 電涜は1pM ghbendami deの 漆加で抑制された. 下段に レコ ー ダ ー の
実記録､ 上段 に は擬似定常電流の実記録を示してある｡
しかしなが ら､ 図 8 に示すように ､ Eir6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の心室蔵相胞で
は 200pM pin a cidilを与 えて も外向き電流の活性化は認められなか っ た o
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図8. E 辻6.2 ノッ クア ウ トマ ウス 心室筋細胞の 全細胞膿電流に対するpin a cidilの
作用. Pin a cidil(200pM) で外向き電流の活性化は認められなか っ た o
図9披擬似定常電流のO m V での 電流密度をまとめたもの で あるが､ Kr6･2
＋/＋ の
心室筋細胞で は有意の電流密度の増加が認められたが ､ Eir6.2小 の 心室筋細胞
で はそ の 変化 は見られなか っ た｡
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図9. 野生型 (E 血6.r/') ある い はノ ッ クア ウ ト(Kx6_2＋) マ ウス で の外向き
電溌に対するpina cidil(200叩M)あるい は甜be ndami de (1pM) 添加の
影響｡ 擬似定常電涜のO m Vにおけ る電流密度をまとめてある｡
こ れらの 膜電流変化は活動電位変化 の差と して表れた｡ 図10に示すよう に野
生型心室筋細胞で は 30 pM c r o m aka h によ っ て活動電位幅の著明な短縮がお
きたが､ E 止6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の 心室筋細胞で は活動電位幅の変化は認め
られなか っ た ｡ Pin a cidil(200トIM) におい て も活動電位幅の著明な短縮が野生
型心室筋細胞で お き､ そ の反応は 1ドM glibenclami de の 添加で 元 に戻 っ たが､
Ⅸ止6.2 ノッ ク ア ウ トマ ウス の 心室箭細胞で は200pM pinacidilを与えて も活動
電位幅の変化は認められなか っ た (図 11)｡
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図10. 野生型 (Ⅹ辻6_2＋/＋) およびノ ッ クア ウ ト(Eir6.2-/-) マ ウス 心室筋細胞 に
対する c r o m aka h (30pM) の作用｡ カ レ ン トク ラ ン プモ ー ドで膜電位を
記録し､ 0. 1Hzで電気刺激を行 っ た . 下段に9 0 %再分極時点で の活動電位
幅 (A P D9.) の まとめを 示 してある. Cr o m ak 曲m は野生型心室筋細胞の みで
活動電位幅を短縮させ た｡
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図1 1. 野生型 (Kr6.2＋/＋) およびノ ッ ク ア ウト(Ⅹ血6.21/～) マ ウス 心室蔵相胞 に
対す る pin a cidjl(200ドM) の作用 ｡ カ レ ン トクラ ン プ モ ー ドで膜電位を
記録 し ､ 0.1Hzで電気刺激を行 っ た o 右側に90% 再分極時点で の活動電位
幅 (API)9.) の まとめを示 して あ る o Pin a cidjlは野生型心 室筋細胞の み で
活動電位幅を短縮させ た｡
次に虚血類似状態に お ける活動電位変化 の 差異 に つ い て検討した｡ 単離 した
心簸細胞を無グル コ ー ス ､ dinitr ophe n ol(D N P, 50pM)含有液で濯流すると､
野生型 の心室筋細胞で は外向き電流が活性化 したが ､ Kr6.2 ノ ッ ク アウ トマ ウ
ス の 心室筋細胞で は電流変化は認められなか っ た(図 12)｡ それ を反映するかの
よう に､ 野生型 の 心室筋細胞で は こ の代謝阻害による活動電位幅の 有意 の短縮
が観察されたが､ Eir6.2 ノッ ク ア ウ トマ ウス の心室筋細胞で はその反応は認め
られなか っ た (図 13)0
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図12. 野生型 (K止6.2＋/＋) お よび ノ ッ ク ア ウト (E止6.2 ＋) マ ウス 心室笈細胞の
擬似定常電流 に対 す る代謝阻害の影響｡ 心室簸細胞を無グル コ ー ス
dinitrophe n ol(I)N P)50pM含有液で濯流して 全細胞膜電流の変化 を
観察 した｡
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図 13. 野生型 (mr6.2＋/＋) お よびノ ッ ク ア ウ ト(Kir6.2･/-) マ ウス 心室筋細胞
括動電位に対する代謝阻害の影響. 左側 に 0.1Hz で刺激して得られた
活動電位の実記録と右側 に 90 %再分極時の活動電位幅 に対 する作用
をまとめて ある ｡ 野生型 心室窮細胞で は代謝阻害に よ っ て 活動電位幅が
短縮 し､ gliben cla mi de 10pM の 添加で部分的に回復 したo
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図1 4は活動電位幅の経時的変化をまとめたもの で あるが､ 野生型 の心室筋細胞
で は代謝阻害に よ っ て徐々 に活動電位幅の短縮が見られ ､ 10pM gliben clami de
の 漆加で部分的に回復 したが ､ 叫6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス の 心室筋細胞で は代
謝阻害に よ っ て も活動電位幅の変化ははとんど認められなか っ た｡ こ れらか ら
虚血類似状態にお ける活動電位の短縮には Kr6.2 をポア 成分 とする心筋細胞膜
A T P感受性 E＋ チ ャ ネル の存在が必須であるこ とが明らかとな っ た0
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図14. 野生型 (W T)およびノ ッ ク ア ウト (K O) マ ウス心室筋細胞活動電位幅の
代謝阻害時の経時的変化. 野生型心室筋細胞で は無グル コ ー ス ､ didtr ophe n ol
(D N P,SO 脚) で活動電位幅は短縮し､ gLbe ndamide (10pM) の添加により
部分的に回復した｡ しか しなが らE 辻6.2イ
.
心室筋細胞で は活動電位幅はほとんど
変化しなか っ た ｡
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2. 野 生 型 お よ び m r6.2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お け る ische mic
pr e c o nditioming
E 止6.2 ノ ック ア ウ トマ ウス にお い て is chemic pr e c o nditio ning が影響を受け
る か否 かに つ い て検討を行 っ た o 図15 に示すように左室に占める a T e a at risk
の 割合 に は4群間で差 が認められなか っ た ｡ 野生型 マ ウス におい て ､ 4 5分の 冠
動脈閉塞に先立ち､ 3 分間の冠動脈閉塞を 5 分間隔で 3 回線り返し､ isdl e mic
pr e c o nditioming を行うと､ 梗塞巣は有意に減少した. E 止6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ
ス にお い て冠動脈を45分結熱して その後 120分再潅流 した際の梗塞巣は野生型
で認められたもの と差異が認められなか っ た｡ しか しな がら､ 同様 の プ ロ トコ
ー ル で is chemic pr e c o nditio ning を行 っ た場合､ 梗塞巣の減少は認められず､
む し ろ増加 して い た｡ こ の よ う に ､ 馳 6.2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス にお い て は
is chemicpr e c o nditio ningが廟失する こ とが明らか とな っ た.
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野生型 (Wild)および mr6.2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス で冠動脈閉塞
･ 再潅
流時の心筋梗塞巣. 左側に左 心室 にお ける危険領域(ar e a atrisk, AA R)
の割合 (重量比) を示 し､ 右側に は A A Rに示 す梗塞巣の割合を示 して
ある ｡ 野生型 マ ウス で はischemicpr e co nditi ming で梗塞巣の減少が
認められたが､ ノ ッ ク ア ウトマ ウス で は梗塞巣の減少は認められず､
むしろ増加 して い た｡
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3. 野生型お よび m r6.2 ノ ッ クア ウ トマ ウス摘出心 における虚血 ･ 再濯流時の
収縮機能変化
左室内圧を持続的に計測しながら定流濯流を 15 分停止 した後 30分 間再潅流
して その変化を観察 した｡ 図 16 に野生 型および 氾r6.2 ノ ッ ク アウ トマ ウス摘
出心 に おける虚血 ･ 再濯流時の 収縮機能変化を示す｡ 野生型摘出心 におい て は
虚血後速やかに収縮は停止し､ 虚血後期にな っ て拡張期圧の 上昇が観察された
が､ 再潅流後そ の 収縮機能は比較的早く回復した｡ こ れ に対して ､ IGr6.2 ノ ッ
ク ア ウ トマ ウス摘出心 で は虚血早期で は心筋の収縮が完全に停止せず､ 左室拡
張期圧が徐々 に上昇しは じめ､ 15 分の虚血最終時点で は非常に高度なもの とな
っ た ｡ また､ 再潅流後もその回復は遅く不完全なものであ っ た ｡
Kir6.2＋/＋
E ir6.2
-/-
20Ⅱ 皿 Hg
2 min
図16. 野生型 (Kr6.2.′･) お よびノ ッ クア ウト(E 止6･2＋) マ ウス 摘出心 に
お ける虚血 ･ 再潅流時の 左室収縮能の変化｡ 左室内圧を計測 しなが ら
15 分間の港流停止､ . その後 30分 の再潅流を行い ､ 左室収縮能の経時
的変化を観察した｡
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図 1 7に左室収縮期圧および拡張期圧の経時的変化をまとめてある. Ⅸ血6.慧 ノ ツ
ク ア ウ トマ ウス 摘出心で は虚血時の拡張期圧の 上昇は早くか つ 高度で あり､ 再
潅流時の収縮機能回復は不完全なもの で あ っ たo また､ 再 港流時に流出する C K
および L D Hも野生型摘出心よりも E 血6. 2 ノ ッ ク ア ウ トマ ウス 摘出心で高度で
あ っ た (図 18)0
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図 1 7. 野生型 (Eir6.2＋/') お よびノ ッ ク ア ウ ト(E 辻6.2-/･) マ ウス 摘出心 に
お ける虚血 ･ 再濯流時の収縮期圧および拡張期圧 の経時的変化0
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図18. 野生型 (K r6.2＋/＋) お よびノ ッ ク ア ウ ト (K r6.2･/I) マ ウス摘出心 の
cre atin ekin a s e(C X)および1a ctate dehydr oge n a s e(L D H)の 15分
間虚血後､ 再濯流した際の最大流出量 ｡
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考察
本研究によ っ て Eir6.2 が心筋細胞膜 AT P感受性 K＋ チャ ネル の ポア 成分で あ
る こ とが明らかとな っ た. い ままで の こ の K 止6.2 の ノ ッ ク ア ウトマ ウス を用 い
た機能的実験 により､ 血管平滑施の細胞膜 AT P感受性 K＋ チャ ネル の ポ ア 成分
は Eir6.2 以外のサ ブ ユ ニ ッ トからなると予想され (23)､ こ れらは対照的で あ
り興味深い o Ⅸir6.2 ノック ア ウ トマ ウス の心室賎細胞で は Ⅹ＋ チ ャ ネル開口薬
に対する反応 ､ すなわち外向き K＋ 電流の活性化あるい 杜活動電位幅の短縮は認
められなか っ た . また､ 虚血頬似状態における活動電位幅の短縮には K 辻6.2 を
ポ ア成分とす る心筋細胞膜 A T P感受性 K' チ ャ ネル の存在が必須である こ とが
明 らか とな っ た ｡
以前の報告 (25, 26) と - 致 して ､ 野生型 マ ウス におい て も他の動物種と同
様 にischemicpr e c o nditio ning とい う現象が認められたo しか しながら､ mr6.2
の ノ ッ ク ア ウトマ ウス にお い て は､ 45 分の 冠動脈閉塞に先立ち､ 3 分間の冠動
脈閉塞を5分間隔で 3 回線り返 したがis血.e micpr e c ondi也on血gは認め られず､
梗塞巣はむ しろ 45分の冠動脈閉塞単独 に比 しやや大 きい ほ どで あ っ た ｡ ミ トコ
ン ドリ ア膜の A TP感受性 Ⅹ＋ チ ャ ネル の機能は保たれて い るとい う こ とも確認
されて おり(Ma rb an ら､ 未発表デ ー タ)､ 今回の現象は心筋細胞膜 の A T P感受
性 K'チ ャ ネル の 欠損に起因するも の と解釈されるo こ の実験成績はウサギ の 心
筋ある い は心室筋細胞にお い てischemicpr e c o nditio ningやdia z o xideの 心筋保
護作用が細胞膜 A TP感受性 K' チ ャ ネル の特異的遮断薬で あ る H M RI O98
(H M R1883)で抑制されなか っ たとい う報告(27,28)と矛盾するもの で ある｡ 内因
性心筋保護機構には動物種に よ っ て 多少差があるの かも しれな い が､ 少なく と
も本研究の結果からは､ 細胞膜 A T P感受性 E＋ チャ ネル の活性化は is chemic
pr e c o nditiomingの 成立 に非常に重要で あると考えられる｡
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摘出潅流心で左室内圧を測定 しなが ら虚血再潅流を行うと ､ h 6.2 の ノ ッ ク
ア ウ トマ ウス にお い て は左室収縮機能の回復は野生型 の 心臓 に 比 べ て 明らか に
悪 か っ た ｡ 虚血時の 左室拡張期圧 の 上昇が高度で あり､ 細胞内 Ca＋＋ 過負荷を示
唆す る実験結果が観察された｡ こ の 理 由と して虚血後も活動電位の短縮がお こ
らず､ 活動電位プ ラ ト ー 相で の Ca＋＋ 流入がお きたと解釈され るo 最近 ､ 培養細
胞の細胞膜に AT P感受性 K＋ チ ャ ネル の構成成分で あ る E 止6.2 とStJR2 Aを発
現させ ると代謝阻害時の細胞内 Ca＋＋ 過負荷を抑制したとの報告がある(29)｡ こ
の細胞は活動電位を発生 して い な い と考えられ るの で ､ どの ような機構で細胞
内 Ca･ 十 過負荷を抑制 したか は不明で あ る がミ トコ ン ドリ ア を含めた細胞内
ca♯. 制御機構を考慮 しな ければ ならな い で あろう(30, 31)0
Kr6.2 のノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用 い た本研究により心筋細胞膜 AT P感受悼
K･ チ ャ ネ ル の 役割 が 非
■
常 に 大 き い こ と が わ か っ た . 最 近 ､ is che mic
pr e c o nditiomingや E＋ チ ャ ネル開口薬に よる心筋保護作用 にお けるミ トコ ン ド
リア A T P感受性 K' チ ャ ネル の 重要性が非常に強調されて い る ｡ ミ トコ ン ドリ
ア A TP感受性 K' チ ャ ネル を介する心筋保護機構を否定するも の で はない が ､
そ の機構が発現するためには､ 細胞膜の A T P感受性 Ⅹ＋ チ ャ ネ ル がわずかで も
機能して い なけれ ばならな い の かも しれな い ｡ 今後 ､ ミ トコ ン ドリ ア A T P感受
性 K･ チ ャ ネル の心笈保護機構 へ の 関与 が どの程度か ､ ある い 披細胞膜 AT P感
受性 Ⅹ＋ チ ャ ネル との機能的関係など更なる検討が必要と思われる｡
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Sato m Kobaya shi, Yo shie Reie皿 , Takehiko OgⅦ r a, To shihir o S aito,
Yo sh iaki Ma s llda
,
a nd ‡王a r u aki Nakaya
- Inhibito ry effects ofbepridil
o n the ultr a- r apid delayed r e ctifie r K
'
c u r r e nt a nd h Kvl.5 cha n nel
c u r r e nt: Co mpa ris o nwith a miodaro n e a nd E- 40 31.
A B S T R A C T
O bjectiv e: T his study w a s u nd.e rtake n to e x amin e the effects of
bepri dilo n the ultr a
･
r apid delayed r e ctifierK' c u r re nt(IEu r)in r at atri al
myo cyte s a nd the hu m an c a rdia c K＋ (h Kv1.5) ch an n el c u r r e nt stably
e xpr e s s ed in H E K293cells in c o mparis o n with the effe cts of amioda r o n e
and E- 4031･ M ethods: Me mbr an e c u r r e nts w e r e r e c o rded using the
whole- c ellc o n丘gu r atio n of the patch
･
cl amp te clm iqu ein e n zym atic any
is olated r at atrialmyo cyte s and H E K293c eus e xpr e s singh Kvl.5 ch an n els.
Re s ults:Bepri dil inh bited IEu rehcited by a depolari2:atio npuls eto ＋40 mV
in r at atri alc ens with the IC5 0Valu e of O･48 pM . Bepridil als oinhibited
the h Evl･5 ch an n elc u r r e nt wi ththeIC50Valu e of6･6 pM ･ T heinhibito ry
effects of bepri dilon h r in r at atrialc ens and h Kv1.5 cu r re ntin H E K 293
cens ふe r e v oltage
･depe nde nt･ A 血oda r o ne w e aklyinhibitedr at atrial Ⅰ払 r
and h Kvl･5 c u r r e nt･ In c o ntr a st
,
E-4031 at a c o n c e ntr atio n oflOトIM had
little influ e n c e o nthe s e c u r r e nts･ Co n chl Sion: Bepri dil inh bits Ixu r and
h Kvl
･5 ch an n el c u r r e ntin a v oltage
･ depe nde nt m an n e r･ T he inhibito ry
effe cts ofbepridilm ayhe usefu l forthe antia r rhyth mic effe cts aga 皿 St atrial
丘bri Hation .
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監ey W o rds: Antia r rhyth mic age nts, Io n cha n n els, M e mbr a n e c u r r e nts,
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1. In七r odu ctio n
Atri al fibr natio n (A F) is the m o st c o m m o npe r siste nt c a rdia c
a rhyth mia andpr e vale n c e of A F is e stim atedto be 6 %in tho se olde r払 a n
65 ye a r s[1]. Sin c eA F is a s s o ciated with con side r able m o rbidity a nd
m o rtality[2･4】, thein sightis growingthatit m ay be n e c e s s a ry to r e sto r e
and m aintain sinu s rhythm r athe r than to c o ntr ol the v entricula r r ate
during AF. Altho ughthe pr e cis e m e ch anism of A F is n ot fu 皿y u nde r sto od,
r ando m r e e ntry of c o e xisting m ultiple w a v elets in the atria is the m o st
hkely m e cha nis m 【5】. As a ctio npote nti al du r atio nis a m ajo rdete rmin a nt
ofthe r efra cto ry period,it w ouldbe of impo rt an c eto e valu atethe effe cts of
antia r rhyth mic drugs o n r epolari21ing K
'
c ur rentsin atri alcens･ M any K
＋
currents in cluding the delayed r e ctifier K
＋ c u r r e nt (Ix), the tr an sie nt
o utw a rd c u r r e nt (It.), the in w a rd r e cti&e r E＋ ctl r r e nt (hl) a nd the
m u s c arinic a c etylchoh e r e c eptor
-
operated K
' c u r r e nt(IK AC h)arein v olv ed
in tie r epola riz atio n ofthe atri ala ctio npote ntial[6]. On e ofthe prim a ry
K･ c u r r ents in v olv ed in atri alr epolariz atio n is the ultr a
-
r apid delayed
r e ctifie rK･ c u r r e nt(IKu r)be ca u s ethe E＋ c u r r e nt a ctiv ate s v ery r apidly and
in a ctiv ate s httle during the whole plate a u pha s e of the atri ala ctio n
potential. T h占IKn r ha s be e n r e c orded fr o m r at【7】, dog[8】 and hu m a n
atrialmyo cyte s
●
【9】. It ha sbe e npr opo s ed . that hu m a nKvl･5 (h Kvl･5)
unde rhe sthe h r fo u nd in hu m an atrialmyo cyte s[9- 11]. In additio n,
ele
.
ctr ophysiological studie s【12, 13】 ha v e sho w n that the h Kvl･5
- h ke
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c u r r e ntc oul dn otbe r ec oded fr o mhu m an v e ntricula r myo cyte s. T he r efo r e,
antiaT rhythmic 血ugs havinginhibito ry a ctio n o nIKu r w oul d be e xpe ctedto
s up pr e s s r e e ntr a nt atrialarrhythmias m o r e effctiv ely.
Bepridil is a s s u m edto be an a n也a r rhyth mic dm g pos s e ssing classI
and Ⅳpr ope rtie s. Se v e ral r eports fTO m O u r a nd othe rlabo r ato rie sha v e
de m o n str ated thatbepridil inhibits the L
･type Ca
' '
cu r ent a s w e皿 a sthe
Na･ c u r r e nt in is olated c a rdio myocyte s[14,15]. In addito n, bepridil
inhibits s e v e ralR･ c u r r e nts s u ch a s the delayed r e ctifierK
' c u r r e nt(Id,
IK A Ch, Ⅰ七., the Na
♯ -
a c也v ated K' c u r r e nt(IKN且) a nd the A T P･s en sitiv e K＋
c u r r e nt(IK AT P)[15- 19]. Su ch a m ultich an n elblocke rha sbe e n sho w ntobe
effe ctiv e again st n ot o nly v e ntricula r a r rhyth mia s but als o atri al
ar血yth mia s【201. Ho w e v e r, ､effe cts of bepridilo n IRn r ha v e n ot be e n
e valu ated. Ac c o rdingly, this study w a s Ⅶndertake n to dete rmin ethe
effe cts of bepridilo ntheIh rin ra七 atrialmyo cyte s and the h Xvl･5 cha n n el
c u r r e nt e xpre s s ed in ⅡE K293 c ens Ⅵ･Sing the whole
･
c en patch cl amp
te chniqu e. h addit o n, the effe cts of bepri dilw e r e c o mpared wi tho s e of
amioda r o n e, a pr ototype multicha n n el blocker, a nd E
･4031
,
a cla s sIll
antia r rhyth mic 血ug.
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2. M ethods
2. 1Is olatio n ofslngle atT l
'
alc ells
T he e xpe 血 e nts w e r epe rfor m edu nde rthe r e卯1ations ofthe A 血m al
Res e a r ch Co mmitte e of Chiba Univ e r sity School of Medicin e_ T his
in v e stigation c o nfo 皿 StO the Gu l
'
de fo rthe Ca t,a a nd Us e of Labw a 吻 ′
AB l
'
m alspublished bythe U SNatio nal In stitute s of Health(N IH Pub hc atio n
No.8 512 3
,
r evis ed1996). single atri almyocyte s w e r e obtain ed fro m ratsby
e n zymatic dis s o ciatio n, a s de s cribed pr evio u sly [21】･ T he he a rts w e r e
r apidly r e m o v edfr o mthe r ats(200･3 00g) ane sthetiz ed wi thpe ntobarbital
s odiu m, and m o u nted o n a m od 述ed Lange ndo rffperfusio n syste m fo r
r etr ograde pe rfusio n wi tha n or mal ⅡE P E S
-Tyr ode s olution (37
oC). T he
pe rfus ate w a sthe n cha ngedto a n omin any Ca
' '･fr e eTyr ode s olutio n, and
ch anged to a s ohtion c o ntaining 0.04 % w/v c onage n a s e(Wako, Os aka,
Jap an). Afte r dige stio n, the he art w a spe rfus ed wi thighK
＋
,
lo w CI
A
s ollltio n(m odified Er aftbrtihe (E B) s olutio n) 【2 1】. Atri altis s u e w a s cut
into s mallpie ce sin the m odified EB solutio n, a ndthe pie c e s we r ege ntly
a由tatedtodis s o ciate c e皿s. T he c en s u spe n sio n w a s stor ed in a r efrige r ato r
(4 oC) and u s ed o n the s am eday. T he c o mpo sitio n of the n o r mal
H E P E S･Tyr ode s olutio n w a s(m M):NaCl143, K C1 5･4, CaC12 1･8, MgC120･5,
N aH2PO｡ 0.3 3, glu c o s e5.5 a nd H E P E S
･N aO H buffe r(P H7･4)5･0･ T he
n omin anyca
. .･ fre eTyr ode s olution w a spr epa r ed by simply omitting CaC12
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fr o mthe n o r mal H E P ES-Tyr ode s olutio n. T he c o mpo sitio n ofthe m odified
K Bs olutio n w a s(m M): K O H 70, L- glutamic a cid 50, K C1 40, taurin e20,
E H2P O4 2 0
,
MgC12 3, glu c o s e 10, ethyle n e
glyc ol
-his-2- amin o etylethe r)- N,N, ”, ” -tetr aac etic a cid(E G T A) 1･0 and
H E P E SIK O H(P H7.4)10.
2. 2T}a n sfe ctlo n a nd CellcLZltzlr e
F d l- e ngth CDN Aof hu m a nKvl･5 w a shgated to the m am m aL an
e xpr e s sion v e cto rPCD N A
-3.1(In vitr oge n). H E K293c eus w e r etr an sfected
withthispla smi dusingLipofectA M IN E P L U S(Gibc o)fono w ed bys ele ctio n
and pr opagatio n in D ul bec c o
'
s m od 述ed Eagle
'
s m ediu m (m m M,Gibc o)
s up ple m e nted with 10% fetal bovin e s e r u m(Gibc o), 100 u/mlpe nic皿 n , 100
p g/ml str epto mycin and 1 m g/ml Gen eticin (a 418, Gibc o)･ T he cultu r e s
w er epa s s ed e v e ry 3
･5 day by tl S e Of a b rieftry psin tTeatm e nt･ T he c ens
w er e maintain ed at37
o
C in 5 % C O2 andplated on gla s s c o v e r sups 2
･3
daysbefo r e el ctr ophysiologicalexpe rim e ntsI
2.3 Ele ctmphyslolog7
'
c &1study
Whole- c ellm e mbr an ecu r r ent r e c o rdings we r epe rfo r m ed bythe patch
cla mp m ethod. Single atrialmyo cyte s o rH E E293c ens w e r epla c ed in a
r e c o rding ch ambe r(1 ml v olu m e) atta ched to a nin v erted micr o s c ope
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(olympu sIM T
-2, Tokyo, Jap an), and supe rfus ed withthe H E P E S
-TyT Ode
s olutio n at a r ate of 3mi / min ･ T he te mpe r atu r e ofthe e xte r nal
s olutio n
w a skeptc o n stant at36±1
oC･ Gla s spatch pipettes with atip diam ete r of
2･3 pM w e r ehe at
･
pohshed and m led wi than inte r nals olutio n c o mpo s ed
of
(m M): K O H 1 10, L
-
a spa rtate 1 10,. K
C1 20
,
MgC12 1, A T P
-K2 5,
pho spho cr e atin e
- K2 5, E G T A10 and = EP E S
- OH (P H7･4)5･ T he fr e e
ca･ ･ c . n c e ntr atio nin the pipette s olutio n w a s adju sted to pCa 8･ T he
r e sista n c e ofthepipette五皿ed with theinte r nals olutio n w a s1
-3 MEL Afte r
the gigaohm s ealbetw e e nthe tip a nd the G e
n m e mbr a n e w as fo r m ed, the
m embr an epatch w a sdis rupted by ap plying m o r e n egat
iv epr e s s u r eto m ake
the whole c eu v oltage
･
cl amp m odel T he ele ctr ode w a s c on n e cted to a
patch/whole ceu cla np amplifie r (Niho n Koh de n CE Z
-2300
,
Jap an)･
Re c o rding signals we r e瓜te r ed at 1k Hz band wi d
th
,
and s eries r e sita n c e
w a s c o mpe n s atedby 40
･70 % ･ Voltage c om m and puls e sw e r ege n er ated,
anddata we r e a cquir ed by an IB Mc ompatible c o mpute r(Co mpaq PT O血 e a
4/50wi tha 200M byte ha rd disc, U ･S･ A･)u sing PC L AM Ps oftw a r e(加 o n
ln stru m ents, Fo ste rCity, C A, U ･S･A･)I Ctl r r e nt Signals w e r edigitiz ed wi th
a s amplinginte rvalof2 k Hz and sto r ed o nthe ha rd dis c o
fthe c o mputeT･
A liquidju n ctio n pote ntialbetw e e nthe inte rnal s olutio n and the bath
s olutio n of-8 mV w a s co r r e cted.
In the e xperim e nts u singr at atrialmyo cyte s, m e mbr an e cu r r e nts w e r e
rec o rded by dehv ering 100m sdepolarizing puls esfr o m aho
lding pote ntial
of ･60mVto voltage sbetw e en ･40 mV and ＋40 mV in in c r em e nts of10 mV
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at a r ate of0.1 Hz. A 洗e rthe stabihz atio n ofthe m e mbr an e cu r rentsin the
c ontrol c o nditio n, the bath solutio n w a s switched fr o m n o r mal
H E P E S･Tyr ode s olutio nto Na
＋愈 e e a nd Co' ＋- c o ntaining Tyr ode s olutio nto
blo ck Ca･ ･ c u r r e nt and Na＋ cu r r e nt. T he c o mpo sitio n ofthe s olutio n w a s
(m M):chok e Cl143, E C1 5.4, E H2P O40.33, M aC12･6 H20 0.5, ghco s e5･5,
H E P E S5, atr opin e sulphate O･005, CaC12 1･8, CoC12 2･ A fte r the
stabiliz atio n ofthe m e mbr a n e c u r r ent, r at atri alc ens w e r e e xpo s ed to
antiar rhyth mic 血ugs･ A 鮎r expo s u r eto o n e ofthe antia r rhyth micdrugs,
4･ a min op yridin e(4-A P, 3 m M) w a sap phed to the c ells sin ce 4
･ A P w a s
r epo rtedtoinhibitIRu rin r a七 a七rialc ells at a r elatively highco n c e ntr ation
【7】. T he 4･ A P- S e n sitiv e c u r r e nt w a sde sign ated a slxu r, andthe pe r c e nt
inhibitio n ofthe c Ⅵ.r r entby an antia r rhythmicdr ug廊a s calc ulated･
In apart ofe xperim e nts effe cts of bepridilo n the actio npote ntialw e
r e
e x 弧血ed in r at atrialcens. T he a ctio n pote n七ialw a s r e co rded in the
c u r r e nt- cla mp m ode u sing the sa m epipette s olutio n and the n or mal
H E P E S･Tyr ode s olutio n･ T he c ells w e r e stim ulated by pa s sing 2
m s
c u r r e ntsthr o ughthepipette at a r ate ofO12 Hz･
In patch cla mp e xpe rim e nts using H E 馳 93c ells, m e mbr an e c u r r e
nts
w e r e ehcited by 200
-
m S depola ri2;ing pulses fr o m
-80 mV to v oltage s
betw e e n･6 0m V and 60 m V , andthe n cl ampba ckto
一 生O mV fo r200m sin
n o r malTyT Ode s olutio n. Afterthe attain m e nt ofstable m e mbr ane c u r r e nts
the c ens w ere e xpo s edto o n eofv a rio u s antiar rhyth micdrugs･
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2.4DT ugS
Thefonowing drugs w e r e ll S ed:bepri dil(Sa nkyo Pha r m a c e utical Co･ ,
Tokyo, Japa n), a mioda r o n e(Taisho P ha r m a c e utical Co･ , Tokyo, Japa n),
E ･ 40 31(N -[4-[[1-[2-(6･ m ethyl･ 2･ p yri dinyl)ethyl]
･4･ piperidinyl]c a rbo nyl
-
phe nyl] m ethan e Sulphon ami de dihydr o chloride dihydr ate)(Eisai Co･ , Ltd･
Tsukuba, Japan), atr opin e s ulfate m o n ohydr ate (W ako, Os aka, Jap an)･
Bepri dila nd amioda r o n ew e r epr epa r ed a s a sto ck s ol
utio n of10 m M in
dim ethylsulpho xide･ It w a s co nfirm edthat the s olv e nts had
n oinnu e n c e
o n the m e mbr a n e c u r r ents. Othe rdrugs w er edis s olv edin distined w ater･
2. 5Statlstic s
A nvalu e s a r epr e s ented in te r m s of m e an± S E M･ Stude nt
'
s i
-test
for pair ed o r unpair ed obs e rv atio n s w a s u s ed fo r st
atistical analysis･ P
valu e s of les s than 0_0 5 w e r e c on side r ed signific ant. T he
c on ce ntr atio n- effe ct data w e r efitted and IC50 Valu e s w e r e obtain ed u sing
Delta Gr aph Pr ofes sio nal(Delta Point, Pola mi dc o mputing, Tokyo,Jap an)･
- 54 -
3. Re s Ⅶ1七s
3.1 E＋fects of bepn
'
dl
'
1
,
a m l
'
oda z10 n e a nd E-4 0 31o nZEur1
'
n m tatTl
'
alcells
Effe cts of bepTidilo ntheIKu rthat w a srec o rded fr o m r at atrialmyo cyte s
in the Na･ -fr e e a nd Co' ＋･ c ontai ming Tyr ode s olutio n w e r e e x amin ed.
Figu r e1 sho w s r epr e s entativ etr a cings of IEn rbefo r e and afte rl and 3ドM
bepri dil. T he outw a rd c u r r e nt r o s e r apidly to a m a xim al le v el andthe n
slo wly and pa rtiany in a ctivated･ T he o utw a rd c u r r e nt w a sla rgely
inhibited by 3 m M 4
-
amin op yridin e(4･A P), a spr e vio u sly r epo rted by Boyle
and Ne rbo n n e【7】. H e r e we de sign atedthe r apidly activ ating, s u stain ed
c o mpo n e nt 任sus o rlss) of the outw a rd c u r r e nt, which Kvl･5 pr oもably
underlie s【2 2】, a sI払 r . Beprid止at a c o n c e ntr ation of1 pM signific a ntly
depr e s s edthe ste adystate o -1tW a rdc u r r e nt, w h ch w a s m e a s u r edat the e nd
oftb.e depola riz;ation puls eto 40 mV, fr o m l･1±0･2 nA to O･ 7±0･1 nA,
(p<o.o5, n =6). Bepridilata c o n c e ntr atio n of1pM r edu c ed the ste adystate
c u r r e nts(66.3±4.6 %) more effe ctiv elytha nthepeak
`
c u r r e nt(29.5±7･2 %)
at＋40 mV
,
s ugge sting thatbepridil might a ct a s an ope n ch ann el blo cke r･
T he c ur rent･ v oltage (I-V) r elation ships fo r the ste ady state outw a rd
c u r r e ntsin the abs e n c e andprese n c e of1 o rS 汁M bepri dila r e su m m ariz ed
in Figu re l･ Bepri dilredu c edIRn ,o v e r Whole v oltage r ange o v er which th is
cu r r e nt w a s a ctiv ated. Bepri dil inh bited hr ofr at atri almyo cyte sin a
c o n c e ntr atio n- depende nt m an n e r(Figu re 2). T he calculated IC50 Valu e of
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bepri dil forinhibitingI- ' which w a s m e a su red at the e nd of depolariz atio
n
pulseto ＋40 mV, w asO･48ドM ･
A miodaron eals oinhibitedI払 rin r at atrialcens althollghthe poten cy
w a sle s s pote nt than bepri dilon m ola r ba sis･ F igu r e3 A sho w s
r epr e s e ntativ e tr a cings of IKu r in the abs en ce and pr e s e n c e of 10 pM
amioda r o n e. The outw a rd c u r r e nt w a s m a rkedly s up pr e s s ed by 3 m M
4-A P. T he o utw a rd c ur r e nt m e a s u r ed at the e nd of the 100 m s
depolarizing puls e sto ＋40 m Vbefo r e andafte rlOけM amioda r on e w a sl･ 2±
o.3 nA and 0.6＋_ 0.1 nA (P<0.05, n =5), r e spe ctiv ely. T he calculated IC50
valu e ofamioda r o n efo rinhibitingIEu r, Which w a s m e a s u r ed atthe e nd of
depola riz atio npuls eto ＋40 血Ⅴ, w a s7･0 いM ･ In c o ntra st, E
- 40 31 ha rdly
affe cted I払 r in r at atrialc ens, a s sho wn in Figu r e3C. T he IEu r W a s
insigniiic antly ch anged 血o m 1.0±0.2 nAto 1.1±0. 1 nA afte r10 pM E
･4031
(n . s. , n = 7).
3. 2E ue cts of bepn
'
dl
'
1o nthe actloD POte nよial
E ffe cts of bepridilon the a ctio n potential of r at atri alc ells w e r e
e x a min ed in the c u r r e nt cla mp m ode. T he ba s elin e cha r a cteristic s of
actio npote ntials r e c o rded fro m single atri almyo cyte sstim ulated atO･2 Hz
w e r e a sfo皿o w s: r e sting m e mbrane potential,
- 78.6±1.1 mV; a ctio npote ntial
a mphtude, 139.5t 4.8 m V; actio npote ntial du r atio n at - 5 0m V(A P D150mV),
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59.8±5.3 m s(n =5). Bepridilat a con c e ntr atio n of1LAM pr olongedA P D･50mV
by53.5±7.8 %(P<0.05, n =5), a ndthepr olo ngatio n w a srev e rtedto w a rdthe
c ontr ola洗e r w a sho ut(Figu r e4).
3. 3 戯fe cts of bepn
'
dl
'
1
,
a m 1
'
oda m D e a nd E-4 0 31o nh Kvl･5 cha n n elcu z T e ntl
'
n
H E K2 93c ells
Effects of bepri血1, amioda r o n e and E
-4041 o nthe pota s siu m c u rrent
thr o ughh Kvl.5 cha n n els stably e xpr e s s ed in H E E 293c ens w e r e e x amin ed･
Repr e s e ntativ ec u r r e nt tr a cingsin the abs en c e a ndpr e s e n c e of bepridila r e
sho wnin Figu r e5. The ce皿 w a sheldat
･8 0mV and 200m sdepolarizing
puls e sfr o m
-6 0m Vto ＋60m Vin in c r e m e nts of10 mV steps w e r e ap phed
e v e ry10s. Theh Kvl･5 c u r r e nt r o s e r apidlyto ape ak andthe n slo wly a nd
pa rtiallyin a ctiv ated･ Bepridilat a c o n c e ntr atio n of 10 pM r edu c ed the
ste adystate cⅥ.r r e nt at ＋40 mV by62.3±3･0 %(fro m5･6±0･3 nAto2･ 1±0･2
nA
,
P<0.05
,
n =5), andthe pe ak c u r r e ntby 17.3±2･7 %(fr o m6･3±0･3 nAto
5.2±0.4 nA, P<0.0 5). Bepri dn inhibitedthe steady state c u r r e nt m e as u r ed
at the e ndofthe depola rizing pulse s m o r e effe ctiv elytha nthepe ak c u r r e nt,
s u紺 e Stingthatbepridil bindspr efe r e n七ia皿yto the ope n state ofthe cha n n el･
The c u r r e nt･ v oltage r elatio n ships ofthe ste ady state c u r r e nt before and
a洗er3 a nd10pM bepri dila吏e sho w nin Fi即 ･r e5･ Bepri dilr edu c edh Evl･5
ch an n elc u r r e nt o v e rthe whole v oltage r ange o v e r which this cu r rent w a s
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a ctiv ated
,
but theinhibito ry effe ct w a s m o re pr omin e nt at m ore po sitiv e
pote nti als･ T he fra ctional block of h Evl･5 ch an n el c u r r e nt by lO いM
bepri dilat the e nd of depolan z mg puls e sto 0 m V and ＋60 m V w a s
O･31±0･04 and O･6 5±0･03, r e spe ctively･ Figu r e 6 sho w s the
c o n centratio n･depe nde ntinhibition oftheh Ev1.5 ch an n elc u r r e nt m e a s u r ed
at the e nd of20 m sdepolarizing puls e sto ＋40 m V by bepri dil, andthe
calculated IC50Valu ew a s6･6トIM .
In c o ntr a st
,
amioda r o ne and E-40 31 払iled 七o inhibit the h Xvl.5
ch an n elc u r r e nt m a rkedly･ Figu r e7inu str ate s r epr es e ntativ etr a cings of
h Kvl･5 ch an n elc u r r e ntin the abs e n c e andpre s e n c e of10 pM a mioda r o n e
o r1 0pM E
- 4031in H E E293c e皿s･ T he c u r r e nt m e a s u r ed at the e nd of the
200 m sdepolarizing puls e sto ＋40 m V w a s4.3±0.4 nA and 4.0±0.4 nA
befo r e and a鮎 r lO ドM amiodELr O n e, re spe ctiv ely (P<0.05. , n = 12). T he
steady state h Evl･5 ch an n el w a sin slgmi &caLntly ch anged fr o m 4.4±1. 1
nAto4･2±1.2 nAby 10PM E- 4031(n =4).
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4. D is c u s sio n
The ultr a T aPid d.elayedr e ct述e rX
＋
c u r r e nt(IKn r)ha sbe e nre co rdedin
c ardio myo cyte s of m any anim alspe cie s s u ch a s r at【7, 23】, dog[8,2 4】a nd
m o u s e【25】. T he K＋ c u r r e ntis an o utw a rdly r e ctif9ing a nd hi紳1y s ele ctiv e
E･ chan n el with a r apidtim ec o u r s e of a ctiv atio n. T he clo s ebiophysical
c o r r e spo ndenc ebetw e e nIRur ide ntified in hⅦ m an atrialc eus and h Kvl･5
cu r r e nt s ugge sts that h Kvl･5 11 nde血 e sIKur Cha n n el･ Support fo rthis
c o n c ept deriv e s血o m the obs e rv atio n that antis e n s e oligode o xyn u cle otide s
dir e cted again st the Kvl･5 c eding s equ e n c e r edu c edI払 rin cultll r ed hu m a n
atrial myo cyte sby 50 %, without affecting othe r c u r r e nts【26】･ T hus, the
IEu rha sbe e npo stulatedto bethe pr edomin antdelayedr e cti&e rK
＋
ctl r r e nt
r espo n siblefo rhu m an at血al butn ot v e n血cula r r epolarizatio n･ T he r efo r e,
itc anbe expe ctedthat a ntia r rhyth mic dr ugsinhibitingIEu r m ay effe ctiv ely
pr e v e nt the o c c u r r e n c e of atrialfibri皿atio n without fea r of e x c e s siv eQT
pr oto ngation .
It ha sbe e n r eported that s e v e ral antia r rhyth mic dr ugs inhibitI臥 r
a ndJo rKvl.5 c u r r e nt. Q 血 din e w a s sho w nto inhibitI血 r at c血ic any
relev ant c o n c e ntr atio n s(IC50: 5 pM)in hu m an atri almyo cyte s altho ugh
ne cai d de pr odu c ed httle effe ct o n the K
'
cu r r e nt[27】･ Pr opafen on e, a
cla s slc a ntia rrhythmic dr tlg, W a Salso r epo rtedto inhibit IEu rin hu m an
atri alcens and h Kvl.5 c u r r e nt atthe the r apeutic co n c e ntr atio n s【28, 29】.
In te r m s of､efFe cts ofcla s sI工Ⅰ antia r rhyth mic dr ugs o nIKn r, a mba sihte and
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clofi1iu m w e r e sho w ntoinhibitIEurin hu man atri almyo cyte saltho ughboth
a- s otalol and E･4031failedto alte rthe K･ c u r r e nt【30,31】. Co n siste nt with
the r epo rt, E
-4 031ha rdly affe ctedtheIEu rin r at atri almyo cyte s and h Evl.5
cll r rent e xpr e s s ed in H E E293c ens. A mioda r on eis cla s sified a s acla s sIII
ahtia r rhyth mic d- g al thoughthe ele ctr opha rm a c ologicaleffe cts a r e re any
c o mplex andthe drug inhibits m a ny m e mbr an e ctl r r e ntS i cluding Na十,
Ca' ' and E＋ c ur r e nts 【32】･ Rec e nt studie s[33･3 6]ha v e s ugge sted that
a c ute andchr omic ad mi mistr atio n ofa mioda ro n einhibitdiffe r e ntkinds .f K･
c u r r e nts･ Ac ute amioda r o n einhibitsI恥 IEl, IKA Ch and IK Nain ad dit o nto
the inhibition of the Na' and Ca. . c u r r e nts whe r e a s chr omic amioda r o n e
inhibits Ito a nd hs ･ T he pr e sent study de mo n str ated that acute
ad ministr ation of amioda r o ne w e akly s uppr e s s ed h Kvl.5 c u r e nt in
H E E293cens and IEurin r at atrialc ells･ In this c o nte xt, a r e c e nt r eport
【37】sho wed that a highcon c e ntr atio n(100pM)of amioda ごO ne Slightly(by
18 %)inhibited Evl･5 c u r rent e xpr e s s ed in Xe n opu s o o cyte s. H o w e v e r, it
w a s r epo rtedthatchr o nictr e atm e nt with a mioda r o n e reduc ed Evュ.5 mR NA
le v el in r at v e ntricle【38】･ T he refor e
,
w e c an not e x cludethe po sibihtythat
lo ng
･te rm tr e atm e nt with amioda r o n ede c r e a s e s血e density of IEn rin atrial
c e皿s a ndpr olo ngsthe a ctio npote nti al du r ation _
Bepri dn is an antia r rhyth mic drug po s s e s sing m ul tich an n el blo cking
a ctio n hke amioda r o n eal tho ughthe drug do e s n ot ha v e a ntiadr e n e rgic
effects o nthehe a rt. Bepri dilw a s sho wntoinhibit m any K＋ c u r r e nts s u ch
a sln ,IEs,IEl,Ⅰ七o, IK ACh,IK Na and IK AT Pin additiontoitsinhibito ry a ctio n o n
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the Na十 and Ca十＋ c u r r e nts【14- 19】. In this stlldybepridil als oinhibitedI払 r
ofr at a上rialc ells and h Evl.5 c u r r e nt at the the r ape utic c o n c e ntr atio n s.
Bepri dilnhibitedthe ste ady
･
state c u r r e nts tha nthe pe ak c u r r e nts
m o r e effctively, s11g嘗e Stingthat the dr uginhibitsIKu r and h Kvl.5 c ll r r e nt
a s a n ope n cha n n el blo cke r･ The inhibition of thes e c u r r e nts by bepridil
w a sgr e ate r at m ore depolariz edpote ntials･ Mo st ofthe voltage depe nde nt
block mightbe attributableto v oltagedepe nde n c e of IKu r and h Kvl･5 c u r r e nt
a ctiv atio n. T も.u s, bepridil inhibited the s e cu r r e nts in a tim e
･
and
v ol七age
･depe nde ntfa shion ･ Si mi la r m ode of blo cking a ction w a sobse rv ed
withquinidin e【2 7】 andpr opafe n o n e【28,29].
It is w ell kno wn that ele ctrical r e m odehg, i.e . , alte r atio n of
ele ctr ophysiolo由calpT Ope rtie s, c an be indtl C ed in the atrialmyo c ardiu m
du ring r epetitiv e electrical a ctivity [39】･ Altho ugh initiany atri al
fibri natio nte rmin ate s spo nta n e ou sly wi th in afe w s e c o nds, the r epetitiv e
indtlCtio n of atrial 丘b ri natio n le ads to progr e s siv e pr olo ngatio n of the
du ratio n oftheindtl C edparoxys m s ofatrial fib ri nato . T hisphe n o m e n o n
is c aned a s
"
atri al 丘b ri1latio nbegets at血al丘brnlatio n
カ
a ndpr obably du eto
the ele ctricalr e m odeling sll Ch a s sho rte n l ngS Of atriala ctio npote ntialand
atrialr e血a ctorin e s s【39】. Al thot1ghthe pr e cis e m e ch anis m(s)u nde rlying
the ele ctrical r e m odeh g hav e n ot be e n w elle stabhshed, the de c r e as ed
de n sity ofthe L
-type Ca
. . c u r r e nt m ay play a n impo rt ant r ole in the
ele ctric alr em odehngin the chr o nic pha s e【40]. M o r ere c entlyitha sbe en
de m onstratedthathigh- r ate atri alpa cingI n c r e a s edthe mR N A le v elofthe
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Evュ.5 ch an n el within a few hour sin r at he a rts 【4 1】. T her efo r e, the
antia r rhyth mic drugs po s s e s sing Ev1.5 ch an n el blo cking a ctio n m ay be
tl S efu lto pr e v e nt o r te rmin ate the r e c u r r e n c e of pa r o xys mal atri al
&brinatio n within a sho rtperiod.
Bepri dil ha sbe e n sho wn to inhibit I恥 IKs, 【19] a nd IE.A Ch [15】in
addit o nto Na＋ and Ca' ' ch ann el blo ckade. T his study ha sde monstr ated
that bep血dilc an als oinhibit I払 r. T hese ele ctr ophysiological effe cts of
bepri dilm ay be u s efu l for the antia r rhyth mic effe cts, e spe ciany fo rthe
prev e ntion orte r min atio n ofatrial fibr llatio n.
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Figtl T eLege nds
Fig. 1. Effe cts of bepridilon IKu rin rat atrial myo cytes. M e mbr a n ecu r r e nts
w e r e ehcited by 100m sdepola ri21ing puls e sfr o m
･6 0m Vto v oltage s
betw e e n140 mV and ＋40 m V in steps of10 mV in c o ntr olc o nditio n
and in the pr e s e n c e of1 pM (tip pe r)o r3 pM bepri dilGo w e r). The
ste ady
-
state c u r r e nt-v oltage(Ⅰ･V)relation ships befo r e(Co ntrol) and
a免e r bepri dil(Rep) a r e sho wn o nthe right side. Ea ch point
repr e s e nts the m e an±S E Mof 5
･ 6 r at atri almyo cyte s.
Fig. 2. Co n c e ntr atio n
-
r e spo n s e c u rv efo rtheinhibito ry effe ct of bepridilo n
IE血‡ in r at atri alc ells. Pe r c e ntinhibitio n of the 4･A P･ s e n sitiv e
c u r r e nt at the e nd of 100 m s depola血zing puls e sto ＋4 0 m V is
indic ated o n the ordin ate and the c o n c e ntr atio n s of bepridila r e o n
the abs cis s a. T he calculated IC50Valu e w a s0.48 pM . Ea ch point
repr e s e nt5the m ean ±SE Mof5 - 6 e xperim e nts.
Fig. 3. E ffe cts ofa mioda r o n e and E
-4031 o nIEn,in r at atri alc ens. Effe cts of
a mioda r o n e a nd 4- a min opyridin e(4･A P)o nIKu r a r e Sho wnin p an el
A. T he ste ady
･
state c u r r e nt v oltage r elatio n sh ips befo r e and a洗e r
lO ドM amioda r o n e a r e sho w n o n the right side.
Co n c e ntr atio n･ r e spo n s e c u rv efo rtheinhibito ry effe ct ofamiodaron e
o nIEnris sho wnin pa n el B. Repr e s e ntativ e ch ange s ofa丑e rlOドM
- 70 -
E･4031 a r e sho w nin p an el a. P uls epr otocolw a sthe s a m e a s sho wn
in pa n el A.
Fig. 4. E fe cts ofbepridil onthe a ctio n pote ntialre c o rded fr o m r at atri al
c ells. Repr e s e ntativ e ch ange s ofthe a ctio npote ntialc o nfigu r a也o n
afte r l トIM bepridil ar e depicted in up pe r p an els. Su m m a rized
ch ange s ofa ctio npote ntial du r atio n at
- 50mV(A PD･50mV)a r e sho wn
in lo w e rP an el. Valu e s a r e e xpr e s s ed. a s m e an± S E Mof 5c ens･
*P<0.05v s c o ntr ol.
F ig. 5. Effe cts of bepridilomh Xvl･5 ch an n els stably e xpr e s s ed in H E R293
c ens. Repr e s entativ e c u r r e nt tr a c e s a洗e r3トIM and･ 10ドM bepridil
a r e sho wn in up pe r a nd lo w er pa n els, r e spe ctiv ely･ T he
ste ady
･
state c u r r ent･ v oltage (I V) r elatio n ships before and a洗e r
bepridil(Rep) a r e sho Ⅵ Ⅶ o nthe right side of e a ch p an el･ Each
pointr epr e s e ntsthe m e an±SE Mof 5e xpe rim e nts･
Fig. 6. Co n c entr atio n
-
r e spo n s e c u rv efo rtheinhibito ry effe ct of bepridilo n
h Kvl.5 ch an n elcu r r e ntin 王壬E K293c ens. Pe r c entinhibitio n of the
c u r r e nt a洗e r200m sdepolari21ing puls eto ＋40 m V w a s u s ed as an
inde x of block a nd .the calculated. I C50 Valu e w a s6.6 pM二 Ea ch
pointr epr e s entsthe m e a m±S E Mof 5e xperim ents･
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Fig. 7. Repr e s e ntativ e c u r r e nt tr a c e s of h Kvl.5 cha n n els e xpr e s s ed in
H E E 293c e皿s afte r amiodar o ne (up pe rpa n el) and E･4031 qo wer
p an el)_ P uls e pr oto c ol is sho wn in the up pe rin s et, Note that
n eithe r amiodar o n e n o rE･40 31 pr odu c e s a m a rked inhibitio n of
h Kvl.5 ctl r r e nti ⅡE Kc ells at a c onc entration oflOドM .
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